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（Ref. 1, 2）。我が国の患者数は約 462 万人と言われており（厚生労働省研究班 代表者・朝
田隆筑波大教授 調査結果）、急速な高齢化により、認知症患者は増え続けている（Ref. 1）。
















アルツハイマー病の大多数は、アルツハイマー型老年性認知症（Senile dementia with 
Alzheimer's type ; SDAT）という 65歳以上において発症するものであり、65歳未満に発症
するADと区別され、両者を合わせてDAT （Dementia with Alzheimer's type）と呼ばれて
いた（Ref. 5）。しかし近年は、発症年齢で区別することが本質的なものではないことから、AD
及び SDATの両者を合わせて（つまり DAT と同義語として）、AD と広く呼ばれている。また、
65 歳未満で発症する AD には、常染色体優性遺伝を示す家族性アルツハイマー病
（Familial AD : FAD）が存在し（Ref. 6）、これまでに報告されている遺伝子として、アミロイド
前駆体蛋白（Amyloid Precursor Protein：APP）、プレセニリン 1（Presenilin 1：PS1）及び
プレセニリン 2（Presenilin 2：PS2）が知られている。いずれの AD においても、アルツハイマ
ー病の重要な病理所見である老人斑や神経原線維変化（neurofibrillary tangle：NFT）等
の脳組織内の異常構造物の出現は共通しており、FAD における遺伝子変異をもとにした





（Amyloid β protein：Aβ）が知られているが、APP （770個のアミノ酸から構成される）の一部
が切断され、形成される。1991 年、FAD において、21 番染色体上に存在する APP 遺伝子




























 APP やプレセニリンの変異が多く報告され、これら変異が Aβ42 の異常産生を誘導すること
から、アルツハイマー病の原因として”アミロイドカスケード仮説“が提唱され、アルツハイマー
病の機序の解析において、現在最も有力視されている。このアミロイドカスケード仮説は、 








 アミロイドカスケード仮説の解明に、Aβ の沈着が生じる APP トランスジェニックマウスが作製
され（Ref. 11）、AD の病態を反映するモデルとして広く用いられている。Schenk らにより、
























ー病の神経原線維変化の構成因子である paired herical filament（PHF）と straight 






































出現頻度の増大と広がりによって認知症の程度を説明することが可能である（Ref. 21 – 23）。
Aβとタウ蛋白質の関係においては、培養細胞を用いた研究で、線維型AβやAβオリゴマーを
細胞に添加すると、タウ蛋白質のリン酸化が亢進することや線維状のタウフラグメントが産生す
ることが示されてきた（Ref. 24 – 27）。AβオリゴマーがJNKの活性化を通してタウ蛋白質のリ
ン酸化を促進することも報告されている（Ref. 28）。 








































指標となっており、その中でも Braak H と Braak E らによるステージ分類が国際的に汎用さ




stage、ステージ I＋ステージ II）、側頭葉外側や海馬などが含まれる辺縁系ステージ（limbic 
stage、ステージ III＋ステージ IV）及び大脳皮質全体的な変化である新皮質ステージ











































２）  生理的老化患者とアルツハイマー病患者の後頭葉皮質での遺伝子発現の比較 








イルを研究している（Ref. 37 - 39）。しかし、マイクロアレイ解析は、アレイにスポットされている
遺伝子のサブセットにおける異なる発現は同定できるが、新しい遺伝子を同定することができ
ない。一方、Caoらによって提唱されたサブトラクション法は、信頼度の高い方法であって、未
知の遺伝子を含む異なる発現をするあらゆる遺伝子を同定することができる（Ref. 39 - 42）。
また、PCR-selectサブトラクション法（suppression subtractive hybridization, SSH）も開発
され、標的の集団内のcDNAの量を均一にするノーマライゼーションステップを行うことによっ











 孤発性 AD（early stage; low incidence; 【表１】）の患者は the Consortium to Establish 
a Registry for Alzheimer’s Disease（CREAD）及びBraakステージに基づき病理診断され
た（Ref. 43, 4）。対照群は、有意な神経学的障害のない生理的老化患者である。患者は、





















試験用に 5 mm の切片に加工した。試料は、メセナミン銀（MS）染色及び Gallyas-Braak
（GB）変法により、老人斑及び神経原線維変化を染色した。微小管関連蛋白質 1B（MAP1B）
（Abcam Ltd, Cambridge, UK）の免疫染色には、1：1000で希釈したモノクローナル抗体に
より標準的な ABC法を使用した。DAKO EnVision（Dako, Kyoto, Japan）にて検出を行い、
洗浄したのちに、免疫反応させ、染色はジアミノベンジジン（DAB）を添加して可視化した
（Ref. 44, 45）。 
 










 Total RNAは、RNeasy MAXI RNA isolation kit(QIAGEN, Tokyo, Japan)を用い、プ
ロトコールに従って抽出した（Ref. 40）。完全にホモジナイゼーションするため、凍結した大脳
組織に直接Buffer RLT (グアニジンイソチオシアン酸を含む) を加え、その混合液をMixer 
Mill MM 301(Retsch GmbH, Haan, Germany) によって十分に可溶化した (30 
agitation/secで2分程度) 。RNAは260nmの吸光度によって測定され、キャピラリーゲル電
気泳動（Agillent Technologies, Japan）を用い、28S/18S ribosomal RNAによる品質の
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チェックを行った。それぞれの試料の total RNA(1μg, 0.2μg/μl) を cDNA (oligo 
(dT)-primed- SMARTTM-cDNA-synthesis (Clontech, Tokyo, Japan) 、 Superscript 
II(Invitrogen, Tokyo, Japan)により、プロトコールに従って逆転写反応し、次に0.5μlが
long-distance-PCR(LD-PCR)に用いた（Ref. 40）。修飾oligo(dT) primer (CDS primer) 
がLD-PCR増幅に用いた（Ref. 40）。The SMARTTM-oligonucleotide- anchor sequenceと
poly(A)+ sequenceがend-to-end cDNA合成（LD-PCR）のuniversal priming siteとして利









































（Gene-Roller GRH10, Savant (Savant Instruments Inc., NY, USA)）で行った。メンブ





は低ストリンジェントな洗浄バッファー（standard saline citrate（2×SSC, 塩化ナトリウム, ク
エン酸ナトリウム, pH7）、0.1% SDS, 65℃）で20分間を3回洗い、高ストリンジェントな洗浄バ
ッファー（0.5×SSC, 0.1% SDS, 65℃）で20分間で2回洗浄した。メンブレンをラップし、フィル
ムに感光させて（Fuji RX, Osaka, Japan）、ハイブリダイゼーションシグナルを検出した。ハイ
ブリダイゼーションシグナルはFujiFilm LAS1000 plusで取り込み、FujiFilmArrayGauge





【表4】に記載されている）について、その後、塩基配列を決定した（ABI PRISM Big-Dye 
Terminator Cycle Sequencing Ready Reaction Kit(Perkin-Elmer Japan Co Ltd, 
Yokohama, Japan) ; Sequencer: ABI PRISM Model 3100）。 
 
BLAST 検索 
差次的な発現をするサブトラクション陽性クローンの塩基配列について、NCBI NR, NCBI 
Ref. Seqデータベース（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/）、BLASTNプログラム
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/)を用いてホモロジー検索を行った（Pruitt KD, et 
al., 2001）。【表2】、【表3】及び【表4】はホモロジー検索の結果を示している。さらにGet 
Ontology (GO) project（http://www.geneontology.org/）よりMolecular function, 
Biological process, Cellular componentをもとに遺伝子のアノテーションをまとめた。 
 













siRNA解析のため、細胞生存率をCell Titer 96 Aqueous One solution assay (Promega, 
Madison, WI, USA)によって48時間後に測定した（Ref. 53）。コントロールとして、一本鎖セ
ンス相補 RNAオリゴ（control-1, 一本鎖siRNA）と反転TRIM32/37 の配列の二本鎖
siRNA（control-2）を用いた。標的であるTRIM32/37のsiRNAの配列は、開始コドンの位置
に対応した位置(nt)49-nt69 nt及びnt88-nt108（TRIM32）、nt64-nt84及びnt100-nt120
（TRIM37）である（Dharmacon Research, Lafayette, CO, USA）。 
 MAP1B 遺伝子の特異的なノックダウンのため、高速液体クロマトグラフィー（HPLC）グレー
ドのオリゴヌクレオチドを使用した。 
MAP1B siRNA sense ;  
gatcccgGACCTATGCTACACTGCAGttcaagagaCTGCAGTGTAGCATAGGTCttttttgg
aaa ,  






あるpSilencer 3.1 hygro(Ambion, Aystin, TX, USA)にライゲーションさせて、標的mRNA
発現を構成的に抑制にした。発現ベクターの作成方法はマニュアルに従った。上記合成オリ
ゴヌクレオチドを1 μg/mlに溶解後、アニーリング反応（90℃3分）し、冷却して電気泳動でその
結合を確認後，pSilencer 3.1 hygro vectorへライゲーションさせた。プラスミドを化学的コン
ピテント細胞DH10B(invitrogen)にトランスフォームし、ハイグロマイシン耐性コロニーを得た。
単一コロニーを培養して、プラスミドDNAをQIAprep Spin Miniprep Kit (QIAGEN)を用い
て精製した。BigDye Terminator Cycle Sequencing Kitで反応後ABI PRISM 3100 






細胞はPoly D-Lysine(PDL)コートされた6ウェルプレートに1.5 x 104 cell well-1で蒔いた。翌
日、オールトランスレチノイン酸(RA)(10μM)を含む新鮮な培地に交換し、1週間培養した。そ
の後、細胞をリン酸緩衝食塩水（PBS）で2回洗浄して、脳由来神経栄養因子（BDNF、以前
に報告されたように（Ref. 54）、0.1% ウシ血清アルブミン（BSA）中で溶解した）を50 ng ml-1
で含む無血清培地でさらに1週間培養した。細胞は上述のようにCell Titer 96 Aqueous 




 トランスフェクションの前日、SHSY5Y細胞は15％FCS含有D-MEM/F12(1:1)培地で1 x 
20 
 
105 cell well-1で蒔いた。80％コンフルエントに生育した細胞を、6 μl FuGENE6（Roche 
Diagnostics K.K., Tokyo, Japan）と2μgのプラスミドDNAとをプロトコールどおりに混和させ
た溶液を無血清培地でトランスフェクションを行った。抗生物質によるセレクションは
hygromycine-B（50μg ml-1 ; Invitrogen）を添加した15％FCS含有D-MEM/F12(1:1)培地
によって4週間行った。 
 
8.  TRIM32/37 及び MAP1B のノックダウン細胞の逆転写ポリメラーセ連鎖反応 
(RT-PCR)  
TRIM32/37 及び MAP1B の mRNA の発現レベルをチェックするため、RT-PCR を以前
に述べられた手法により行った（Ref. 53）。細胞の total RNA を TRIzol reagent-protocol 
(Invitrogen)に従って抽出し、吸光度 260nm で分光測定により定量した。各試料の total 
RNA（20 μl、0.2 μｇ/ｍｌ）はプロトコールに従って cDNA に逆転写され（Superscript 
IITM-reverse transcriptase (RT) (Invitrogen)）、次に Takara Ex Taq Hot Start 
polymerase及び 95℃8分の pre-start PCR step によって、ポリメラーゼを活性化させ、増
幅反応を行った。プライマーは、 
MAP1B ： forward primer : 5’-gatccttcatcaccgaagtg-3’ 
reverse primer : 5’-ctgcaaacaaggcagaatcg-3’、  
TRIM32 :  forward primer : 5’-atggctgcagcagcagcttctcacctg-3’  
reverse primer : 5’-ataccccatggttgctcagctggctc-3’、  
TRIM37 :  forward primer : 5’-atggatgaacagagcgtggagagcattgct-3’  
reverse primer : 5’-gtgatgataatcttcattctgaatcttctc-3’、 
を用いた。構成的に発現する β-actin 遺伝子の PCR 増幅により、用いた RNA を測定した
（primer : Stratagene (La Jolla, CA, USA)）。コントロールとして、逆転写酵素のない RNA
サンプル又は RNA のないサンプルを用いて、DNA がコンタミネーションしていないことを確
21 
 




















transcriptase (RT) (Invitrogen)）。次にTakara Ex Taq Hot Start polymerase及び
95℃8分のpre-start PCR step によってポリメラーゼを活性化させ、増幅を行った。プライマ
ーは、 
新規クローンP9TLDR ： forward primer : 5’-gatggaaggctgtcttagac-3’  
22 
 
reverse primer : 5’-ggcttccactgtgctatttc-3’ 
を用いた。構成的に発現するβ-actin遺伝子のPCR増幅により用いられたRNAを測定した
（primer : Stratagene (La Jolla, CA, USA)）。コントロールとして、RT酵素のないRNAサン
プル又はRNAのないサンプルを用いて、DNAがコンタミネーションしていないことを確認した。


















クローンの遺伝子とそのアノテーションを示す。Microtuble associated protein 
1B(MAP1B)の mRNA 発現は、アルツハイマー病患者の後頭葉皮質に比べてアルツハイマ




照的に、microtuble associated protein 2（MAP2）は、MAP1Bやタウと同様に微小管関連
蛋白グループに属しているタンパク質であるが、アルツハイマー病患者の後頭葉皮質におい
て発現が up-regulate していた。 
さらに、【表 3】に示すように、アルツハイマー病患者後頭葉皮質において、TRIM37 と
TRIM32 の発現レベルが up-regulate しており、【表 4】においては、neuronal reticulon-3
（RTN3）の発現がアルツハイマー病患者側頭葉皮質において down-regulate していた。 


















2. RNA干渉によるMAP1B及び TRIM32/37 の発現抑制 
 RNA 干渉（RNAi）は配列特異的に遺伝子発現を抑制する技術であって、二本鎖 RNA 
(dsRNA)によって惹起されるものである（Ref. 48）。本研究では、small interfering RNA 
(siRNA)により、特異的にヒト SHSY5Y 神経芽腫細胞の内在性 MAP1B、TRIM32 及び
TRIM37 の発現をそれぞれに抑制したところ、神経細胞の生存率が減少した（【図 3】～【図
6】）。【図 3】は、SHSY5Y 神経芽腫細胞の内在性 TRIM32 及び TRIM37 の mRNA 発現
が抑制されたことを RT-PCR によって確認した結果である。【図 3】A 及び B のレーン 4 は





の生細胞数に比べて、TRIM32 及び TRIM37 の発現が抑制された神経芽腫細胞の生細胞
の数が減少していた。 
また、 MAP1B の発現を構成的に抑制するため、siRNA 発現ベクターをトランスフェクショ
ンした神経芽腫細胞は、抗生物質により 4 週間セレクションを行い、細胞株を調整した。
SHSY5Y 神経芽腫細胞の内在性 MAP1B の発現抑制について RT-PCR にて検出したとこ
ろ、【図 5】に示されるように、コントロール形質転換体（つまり、scrambled siRNAや GFP特




ところ（【図 6】）、コントロール siRNAの発現ベクターと、MAP1B siRNAの発現ベクターが導
入された神経芽腫細胞とは、それぞれ異なる細胞の表現型を示した。【図 6】(A)及び(B)に示





細胞死は誘導されなかったが、SHSY5Y 細胞の最終的な神経分化が誘導される 3－7 日間









病患者側頭葉皮質 vs アルツハイマー病患者後頭葉皮質の反応で得られた 2 つのクローン、
TeOcR03B03, TeOcF03B11（P9TLDR）の塩基配列について、それぞれ Genbankへ登録
した（Accession number；AB116553、AB128931）。それら塩基配列から予測されるアミノ酸




down-regulate していたものである。これら 2 クローンの mRNA 発現は他のアルツハイマー
病患者脳組織においても確認されたが、当該塩基配列から予測されるアミノ酸配列を含むタ
ンパク質の発現を確認することはできなかった。 
TeOcR03B03 （DDBJ Accession number ： AB116553） 1199 bp 
（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB116553） 
TeOcF03B11（P9TLDR） （DDBJ Accession number ： AB128931） 1589 bp 
（http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AB128931） 
 
 【図 9】に示すように、同一アルツハイマー病患者の側葉皮質にて発現が down-regulate し
ていたクローン、P9TLDR（Temporal Lobe Down-Regulate）は、Gorilla 及び Callithrix 
jacchus とファミリータンパク質であるが、いずれも機能未知である。P9TLDR の C 末端側
aa44-aa75 は 、 human neuron navigator 1 protein (NAV1 (1877aa), 
microtubule-associated protein involved in neuronal migration, Ref. 55) に高い同一
性（50％）を有し、31 アミノ酸がオーバーラップする。また、同じ 31 アミノ酸が NEK5 (NIMA 
(never in mitosis gene a)-related kinase 5)にも相同であった。さらに、染色体上において、










（【図 11】）。RNAはAβ処理後 0、3、6及び 24時間の細胞から経時的に単離されたものであ
り、RT-PCR によって P9TLDR の発現の変化を検出した。RT-PCR は 3 回追加的に行い、
同様の結果を検出した。 
【図 12】レーン 9～11に見られるように、Aβ処理により経時的に P9TLDRの発現が減少し
ていた。Aβ処理された SHSY5Y神経芽腫細胞は、Aβ処理後 3時間にタウのリン酸化がおこ
り、同程度の時間から P9TLDRの発現が減少していた。また、Aβ処理された SHSY5Y神経







































































































 TRIM32及びTRIM37遺伝子はtripartite motif （TRIM, RING-B-box-coiled-coil）
ファミリータンパク質をコードしており、抗アポトーシス性の作用、及び、E3ユビキチンリガーゼ







関与も解析されており（Ref. 72 - 74）、Aβは、ユビキチン依存性タンパク質分解を抑制するこ
























































































管との結合の可能性も考えられる。一方、染色体上において、P9TLDR が NCAM1 




















































【図１】 免疫組織化学によるMAP1B タンパク質の発現解析 － Control 




連蛋白質 1B（MAP1B）（Abcam Ltd, Cambridge, UK）の免疫染色には、1：1000で希釈し






弱拡（Scale bare = 100 μm）、強拡（Scale bare = 50 μm） 
 
【図３】 TRIM32/37 特異的 siRNA をトランスフェクトした SHSY5Y 神経芽腫細胞における逆転
写ポリメラーゼ反応（RT-PCR）によるmRNA発現解析 
細胞に 0.5μg 二本鎖 siRNA／ウェルで siRNA 導入した。コントロールとして、一本鎖センス
相補 RNA オリゴ（control-1, 一本鎖 siRNA）と反転 TRIM32/37 の配列の二本鎖 siRNA
（control-2）を用いた。標的である TRIM32/37 の siRNA の配列は、開始コドンの位置に対
応した位置(nt)49-nt69 nt 及び nt88-nt108（TRIM32）、nt64-nt84 及び nt100-nt120
（TRIM37）である。 
siRNA 導入後、細胞より total RNA を精製し、プロトコールに従って cDNA に逆転写して
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（Superscript IITM-reverse transcriptase (RT) (Invitrogen)）、Takara Ex Taq Hot 
Start polymerase及び 95℃8分の pre-start PCR step によって、増幅反応を行った。プラ
イマーは、TRIM32 :  forward primer : 5’-atggctgcagcagcagcttctcacctg-3’ 、 reverse 
primer : 5’-ataccccatggttgctcagctggctc-3’ 、  TRIM37 :  forward primer : 






レーン 2；コントロール-1細胞（1本鎖 siRNAをトランスフェクト） 
レーン 3；コントロール-2細胞（TRIM32/37の逆配列の 2本鎖 siRNAをトランスフェクト） 
レーン 4；TRIM32/37特異的 2本鎖 siRNAをトランスフェクトした細胞 
 
【図４】 SHSY5Y神経芽腫細胞の生存における TRIM32/37発現の影響 
TRIM32/37 の siRNA を導入した神経芽腫細胞の細胞生存率を Cell Titer 96 Aqueous 
One solution assay (Promega, Madison, WI, USA)によって、導入48時間後に測定した。
96 ウェルアッセイプレートの 100μl の培養培地中に 20μl ／ウェルで CellTiter 96 
AQueous One Solution Reagent を加え、37℃で 1時間インキュベートし、490nmで吸光
度を測定した。 
上段、左から、 コントロール-1細胞； 1本鎖 siRNAをトランスフェクトした細胞 
 コントロール-2細胞； TRIM32/37の逆配列の 2本鎖 siRNAをトランスフェクトした細胞 
 TRIM32特異的 2本鎖 siRNAをトランスフェクトした細胞 
下段、左から、コントロール-1細胞； 1本鎖 siRNAをトランスフェクトした細胞 
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コントロール-2細胞；TRIM32/37の逆配列の 2本鎖 siRNAをトランスフェクトした細胞 
 TRIM37特異的 2本鎖 siRNAをトランスフェクトした細胞 
 
【図５】 MAP1B 特異的 siRNA をトランスフェクトした SHSY5Y神経芽腫細胞における逆転写ポ
リメラーゼ反応（RT-PCR）によるmRNA発現解析  
MAP1B の発現を構成的に抑制する神経芽腫細胞は、以下のように作製した。MAP1B 特異的
siRNA、sense ;  
gatcccgGACCTATGCTACACTGCAGttcaagagaCTGCAGTGTAGCATAGGTCttttttgg
aaa 、 anti-sense ;  
agcttttccaaaaaaGACCTATGCTACACTGCAGtctcttgaaCTGCAGTGTAGCATAGGTC
cgg 
で合成し、siRNA発現ベクターである pSilencer 3.1 hygro(Ambion, Aystin, TX, USA)に
ライゲーションし、化学的コンピテント細胞 DH10B(invitrogen)にトランスフォームさせ、ハイ
グロマイシン耐性コロニーを得た。単一コロニーを培養して、プラスミドDNAをQIAprep Spin 
Miniprep Kit (QIAGEN)を用いて精製した。EndoFree Plasmid Maxi Kit(QIAGEN)に
てトランスフェクション用プラスミド DNA を抽出し、神経芽腫細胞に導入した。
hygromycine-B（50μg ml-1 ; Invitrogen）を添加した 15％FCS含有 D-MEM/F12(1:1)培
地によって 4週間セレクションを行った。セレクション後、細胞より total RNAを精製し、プロト
コールに従って cDNA に逆転写して（Superscript IITM-reverse transcriptase (RT) 
(Invitrogen)）、Takara Ex Taq Hot Start polymerase及び 95℃8分の pre-start PCR 
step によって、増幅反応を行った。プライマーは、MAP1B ：  forward primer : 






レーン 2；scrambled siRNA をトランスフェクトしたコントロール細胞 
レーン 3；MAP1B特異的 siRNAをトランスフェクトした細胞 




【図 6】MAP1B特異的 siRNAをトランスフェクトした SHSY5Y神経芽腫細胞における分化誘導と
生存細胞数に対する影響 




脳由来神経栄養因子（BDNF）を 50 ng ml-1で含む無血清培地でさらに 1週間培養した。細
胞は Cell Titer 96 Aqueous One solution assay によって測定した。 
A; GFP特異的 siRNAがトランスフェクトされた細胞 
B；crambled siRNAがトランスフェクトされたコントロール細胞 
C；MAP1B特異的 siRNAがトランスフェクトされた細胞（Scale bare = 50 μm） 
D；MAP1B発現抑制による SHSY5Y神経芽腫細胞の生存率への影響 
（ELISA Cell Titer 96 Aqueous assay (Promega)による生存細胞数の測定、*P<0.05） 
 左から、 
 コントロール-1細胞；GFP特異的 siRNAがトランスフェクトされた細胞 
 コントロール-2細胞；scrambled siRNAがトランスフェクトされた細胞 




【図 7】 サブトラクション反応により得られた新規クローン（TeOcR03B03）の塩基配列 
AD患者側頭葉皮質 vs AD患者後頭葉皮質の反応により陽性クローンとして同定した。 
AD患者側頭葉皮質にて発現が up-regulate したクローンである。1199塩基は DDBJ 
Accession number ： AB116553として登録した。195-494ntより予測されるアミノ酸配列も登録
した。 
 
【図 8】 サブトラクション反応により得られた新規クローン（P9TLDR）の塩基配列 
AD患者側頭葉皮質 vs AD患者後頭葉皮質の反応により陽性クローンとして同定した。 
AD患者側頭葉皮質にて発現が down-regulate したクローンである。1589 塩基は DDBJ 
Accession number ： AB128931）として登録した。717-950nt より予測されるアミノ酸配列も登
録した。 
 
【図 9】 hypothetical protein P9TLDR 
P9TLDR（Temporal Lobe Down-Regulate）は 11番染色体 Chr 11q23.1上に位置し、
NCAM1 (neuronal cell adhesion molecule 1)の第 1エクソンと第 2エクソンとの間に位置
する。P9TLDRは、Gorilla及びCallithrix jacchusにファミリータンパク質を有するが、いず
れも機能未知である。C末端側配列（aa44-aa75）にNAV1 （human neuron navigator 1 
protein）に高い同一性（50％）を有し、31アミノ酸がオーバーラップする。また、同じ 31アミノ
酸が NEK5 (NIMA (never in mitosis gene a)-related kinase 5)にも相同であった。 
 
【図 10】 患者脳組織における P9TLDRのmRNA発現解析 
AD 患者及び生理的老化患者の側頭葉皮質及び後頭葉皮質の脳組織より、RNeasy MAXI 
RNA isolation kit(QIAGEN, Tokyo, Japan)を用い、Total RNAを抽出した。RNAは定法
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に従い cDNAに逆転写し（Superscript IITM-reverse transcriptase (RT) (Invitrogen)）、
Takara Ex Taq Hot Start polymerase及び 95℃8分の pre-start PCR step によってポリ
メラーゼを活性化させ、増幅を行った。プライマーは、P9TLDR ：  forward primer : 








【図 11】 アミロイドβにより処理された SHSY5Y神経芽腫細胞 
A.形態変化 
前述のように RA 及び BDNF により分化誘導された SHSY5Y 神経芽腫細胞を用いた。アミロ
イドβは、合成された Aβ（1-40）ペプチド（PEPTIDE, Osaka, Japan）に、0.1% NH4OH及
び D-PBS を添加し、37℃で 24 時間インキュベーションしたものを用いた。RA 及び BDNF
によって分化誘導され、無血清培地に培地交換された SHSY5Y 細胞に、Aβ（1-40）の濃度
を 20 μMに調整して添加した。コントロールはAβが含まれていない点のみ異Aβ（1-40）溶液
またはコントロール液を添加した後、3、6 及び 24 時間の細胞からそれぞれ定法に従って
total RNAを抽出した。RNAは定法に従い cDNAに逆転写し（Superscript IITM-reverse 
transcriptase (RT) (Invitrogen)）、Takara Ex Taq Hot Start polymerase及び 95℃8
分の pre-start PCR step によってポリメラーゼを活性化させ、増幅を行った。プライマーは、





 左；無処理 SHSY5Y細胞、右；Aβ処理 4日の SHSY5Y細胞 
B.タウのリン酸化のWestern blot  
Aβ処理した細胞は TRIZOL（Invitrogen）によりタンパク質を精製し、10% SDSポリアク
リルアミドゲルにより電気泳動した。ゲルを PVDF（polyvinylidene difluoride）膜に転
写し、5%スキムミルクと 5% BSAにてブロッキングした。膜は抗リン酸化タウ抗体(AT-8: 
BR-03, AUTOGENBIOCLEAR) 又は抗タウ抗体 (577801, CALBIOCHEM)でインキュベ
ートし、ECF Western blotting reagent packs (Amersham Pharmacia Biotech)で可視化し
た。   
p-MAPT:抗リン酸化タウ抗体（上段）、MAPT:抗タウ抗体（下段） 
 左； Aβ処理 3時間の SHSY5Y細胞 
 中； Aβ処理 6時間の SHSY5Y細胞 
 右； Aβ処理 24時間の SHSY5Y細胞 
C.MTTアッセイ 
MTT (SIGMA) はD-PBS で 3 mg/mlに溶解し、培養液に最終濃度 0.3 mg/mlで添加して、 
CO2インキュベータで 4時間反応した。10% SDS 及び 1 mM NH4OHで反応を停止させ、
さらに 37℃で 24時間反応させたのち、550 nmの吸光度を測定した。   
1d；Aβ処理 1日の SHSY5Y細胞 
 2d；Aβ処理 2日の SHSY5Y細胞 
  4d；Aβ処理 4日の SHSY5Y細胞 





【図 12】 アミロイド β処理された SHSY5Y神経芽腫細胞における逆転写ポリメラーゼ反応
（RT-PCR）による P9TLDRの発現解析 
抽出したRNAは定法に従いcDNAに逆転写し（Superscript IITM-reverse transcriptase 
(RT) (Invitrogen)）、Takara Ex Taq Hot Start polymerase及び95℃8分のpre-start 
PCR step によってポリメラーゼを活性化させ、増幅を行った。プライマーは、P9TLDR ： 
forward primer : 5’-gatggaaggctgtcttagac-3’、 reverse primer : 
5’-ggcttccactgtgctatttc-3’を用いた。PCR産物は、β-actinが661bp、P9TLDRが442bpのバ
ンドとして、1.5％アガロースゲル電気泳動で解析した。 
レーン 1、13 ； λ/StyIマーカー 
レーン 2、8 ；無処理 SHSY5Y細胞 
レーン 3、9 ；Aβ処理 3時間の SHSY5Y細胞 
レーン 4、10 ； Aβ処理 6時間の SHSY5Y細胞 
レーン 5、11 ； Aβ処理 24時間の SHSY5Y細胞 
レーン 6、12 ； 鋳型なし 
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 ELISA Cell Titer 96 Aqueous assay (Promega) 
  により生存細胞を測定した。 
   （*P＜0.05） 
上段、左から、 
 コントロール-1細胞； 
  1本鎖siRNAをトランスフェクトした細胞 
 コントロール-2細胞； 
  TRIM32/37の逆配列の2本鎖siRNAを 






  1本鎖siRNAをトランスフェクトした細胞 
 コントロール-2細胞； 
  TRIM32/37の逆配列の2本鎖siRNAを 
































（ELISA Cell Titer 96 Aqueous assay (Promega)による生存細胞数の測定、*P<0.05） 
 左から、 
 コントロール-1細胞；GFP特異的siRNAをトランスフェクトした細胞 





TeOcR03B03 （DDBJ Accession number ： AB116553） 1199 bp 
      1 cccaaccctt tggtggagcc tgaaaaaaat ctgggcagaa tgtaggactt ctttattttg 
         61 tttaaagggg taacacagag tgcccttatg aaggagttgg agatcctgca aggaagagaa 
       121 ggagtgaagg agagatcaag agagagaaac aatgaggaac atttcatttg acccaacatc 
       181 ctttaggagc ataaatgttg acactaagtt atcccttttg tgctaaaatg gacagtattg 
       241 gcaaaatgat accacaactt cttattctct ggctctatat tgctttggaa acacttaaac 
       301 atcaaatgga gttaaataca tatttgaaat ttaggttagg aaatattggt gaggaggcct 
       361 caaaaagggg gaaacatctt ttgtctggga ggatattttc cattttgtgg atttccctga 
       421 tctttttcta ccaccctgag gggtggtggg aattatcatt ttgctacatt ttagaggtca 
       481 tccaggattt ttgaaacttt acattcttta cggttaagca agatgtacag ctcagtcaaa 
       541 gacactaaat tcttcttaga aaaatagtgc taaggagtat agcagatgac ctatatgtgt 
       601 gttggctggg agaatatcat cttaaagtga gagtgatgtt gtggagacag ttgaaatgtc 
       661 agtgctagag cctctgtggt gtgaatgggc acgttaggtt gttgcattag aaagtgactg 
       721 tttctgacag aaatttgtag ctttgtgcaa actcacccac catctacctc aataaaatat 
       781 agagaaaaga aaaatagagc ggtttgagtt ctatgaggta tgcaggccca gagagacata 
       841 agtatgttcc tttagtcttg cttcctgtgt gccacactgc ccctccacaa ccatagctgg 
       901 gggcaattgt ttaaagtcat tttgttcccg actagctgcc ttgcacatta tcttcatttt 
       961 cctggaattt gatacagaga gcaatttata gccaattgat agcttatgct gtttcaatgt 
     1021 aaattcgtgg taaataactt aggaactgcc tcttcttttt ctttgaaaac ctacttataa 
     1081 ctgttgctaa taagaatgtg tattgttcag gacaacttgt ctccatacag ttgggttgta 
     1141 accctcatgc ttggcccaaa taaactctct acttatatca aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 
 
hypothetical protein(195～494 translated)  
MLTLSYPFCAKMDSIGKMIPQLLILWLYIALETLKHQMELNTYLKFRLGNIGEEASKR 
GKHLLSGRIFSILWISLIFFYHPEGWWELSFCYILEVIQDF 
P9TLDR （DDBJ Accession number ： AB128931） 1589 bp 
       1 ttccggccga ggtacacatg gagccataca tagagtcaca ttagtggtgg tttgttctcc    
     61 taggtgcttg aagggctcct gagtgccaag tcattgtata tgtagttacc aaggtaaatg  
   121 taagtaatta agggaacaga gtgcagtggc ttccactgtg ctatttctca ctttgttttg  
   181 catattgcta ggatccagag cgatatgatt ggcatttgag ggaagataag caccatactt      
   241 gtgttgctta ttttcttttt aattaagttg ccttctgaca atcatacttt ctgacattta      
   301 tttagccttt acattttata aatcactttc acatatgctg tttcatttag ttctctcaac       
   361 atcagaaggt agtgtgattt ctcttccaga agctaagtgg agggagagat gattcctgat      
   421 aaacattggg gatgcccgta agaggggtgg ctggcacact gtttctcact ggatgactgc       
   481 ctacccgctg cgcttacctt tgtgctacca gagcaggggg aaggagactt gcagcgagat       
   541 ggcaggacgg ggtcccgtga ggtaaaggag tctaagacag ccttccatcc tccagttagc       
   601 cagatcccag tttccgagaa gtatggcgga cggttccccg gtgcttgccg gtcctggagt      
   661 tgggcatgaa caatagagga agtcaggaga cacagtcttg ctgaatcctc tacaacatgc       
   721 tgggcagaaa ggcactcgcc aaaggatgct acgtacaagg ccacagacag tggtctgcct      
   781 gcagatctgc cgcatgccac aagcgaccaa atacttttta tcttttcttt ttttcttttt       
   841 ttttgtttcg ctcttgtcac ccaggctgga gtgcagtgag ccgatatcgc accacactgc       
   901 attccagcct gggggacaga ccaagactcc gtctcaaaaa aattaaataa aatgaagtct       
   961 gcatgagtcc aattagctac cgtgtttcat atcttttctg tatctaaaat tgttatcctc      
 1021 tgacctrgta gaaagggtct aaacctctgc tttcttttta gataaaccca tagattattt     
 1081 tggggggtgg ttgtgaggtt tttttgcaaa ttagataatc agtaagtccc tagcgccata     
 1141 gactgggcca gatgcactgg gcaatgtaaa gaaataagca atgtcctgcc ctataggaac     
 1201 ttgccattgt tcatttgaat ttgttgactt tgtttctctc tggaattata tataatttcc      
 1261 tgtttgctat gatccttacc ttaaaataaa cctgcagtat tatcccattc actccttgga      
 1321 atgttctgat ttatgactat tcagcagttc tgtcccatca ataggctctc aggaatgtcc      
 1381 taaattggca atctgtggac tggtgggttc catctagagc ctgatagggt ggaaccacta    
 1441 gacaaatgga gagtgtcttt tgttgtcgtt gcttgtttca gcatccctgg aaggataatt      
1501 tactttccaa agcttcatta gctaaatgaa actcaagtct tgcctcttta gtttaagaca      
1561 ggttctttta aaaaaaaaaa aaaaaaaaa 












Length : 77 aa 
MW : 9039 Da 
44 – 75 aa :  
High homology to NAV1 and NEK5 
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B.タウのリン酸化のWestern blot  
 p-MAPT:抗リン酸化タウ抗体 
 MAPT:抗タウ抗体 
 左； Aβ処理3時間のSHSY5Y細胞 
 中； Aβ処理6時間のSHSY5Y細胞 




  4d；Aβ処理4日のSHSY5Y細胞 






1  2  3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 
レーン1、13 ； λ/StyIマーカー 
レーン2、8 ；無処理SHSY5Y細胞 
レーン3、9 ；Aβ処理3時間のSHSY5Y細胞 
レーン4、10 ； Aβ処理6時間のSHSY5Y細胞 
レーン5、11 ； Aβ処理24時間のSHSY5Y細胞 
レーン6、12 ； 鋳型なし 
























1  I 生理的老化 男性 84 - II 3 側頭葉皮質 
  II SDAT 男性 88 C IV 4 側頭葉皮質 
2 III 生理的老化 女性 88 - I 3 後頭葉皮質 
  IV SDAT 女性 79 C V 3 後頭葉皮質 
3 V SDAT 女性 75 C III-IV 3 後頭葉皮質 
  V SDAT 女性 75 C III-IV 3 側頭葉皮質 
SDAT；アルツハイマー型老年性痴呆（Senile dementia with Alzheimer's type） 
NFTs；神経原線維変化（neurofibrillary tangles） 
PMI；死後経過時間（post-mortem-interval in hours） 
– = なし、 A = 軽度、 B = 中等度、C = 重度 
側頭葉皮質； Brodman no. 21 (‘T2’領域) 
後頭葉皮質； Brodman no. 19 (lateral occipital gyrus付近) 
M = 男性、 F = 女性 
【表2】 脳部位特異的cDNAサブトラクション解析 







AD側頭葉皮質down-regulated       




dystonin-1eB  NM_020388  
defects in this gene causes 
neurodegeneration 
 by paired fast axonal transport 
2.3 
heat shock 90 kDa protein-1 
(HSP90)  
NM_005348  chaperone  2.0 
neuronal reticulon-3 (RTN3)  NM_006054  
binding partners of the β- site 
cleaving enzyme-1 (BACE1)  
2.0 
   
AD側頭葉皮質up-regulated    
L-arginine:glycine 
amidinotransferase  
NM_001482  creatine biosynthesis 2.2 
carbonic anhydrase X (CA10)  NM_020178  
zinc-dependent carbonate 
dehydratase activity 
 involved in brain development 
1.9 
【表3】 脳部位特異的cDNAサブトラクション解析 
AD患者後頭葉皮質 vs 生理的老化後頭葉皮質 
AD後頭葉皮質down-regulated       







1B (MAP1B)  
NM_005909  microtubule stabilization 2.2 






  trafficking lecule  




modulator of microtubule 
dynamics  
2.0 
     
AD後頭葉皮質up-regulated    












F-box and leucine-rich repeat 






2 (MAP2)  







AD側頭葉皮質down-regulated       
microtubule-associated protein 
1B (MAP1B) 
NM_032010  microtubule stabilization  2.4 
neurocalcin delta (NCALD)  NM_032041  
calcium sensor 
interacting with actin 
2.3 
       
AD側頭葉皮質up-regulated      






    regulating protein folding  
Harp (harmonin-interacting 
ankyrin-repeat  
             containing protein) 
NM_145865 
constitutes a scaffolding 
protein complex  
2.0 
【表4】 脳部位特異的cDNAサブトラクション解析 
AD患者側頭葉皮質 vs  AD患者後頭葉皮質 
